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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

(§) Antikorper gegen natives gp96, deren Herstellung und Verwendung 
© Die Erfindung betrifft rekombinante Antikorper gegen 

natives gp96, Verfahren zu deren Herstellung, ihre Ver- 
wendung, Trennmaterialien, Vorrichtungen und Kits, die 

die genannten Antikorper umfassen, an natives gp96 ge- 

bundene Peptide und deren Isolierung, Nucleinsaurese- 

quenzen, die die genannten rekombinanten Antikorper 

codieren, und Wirtszellen, die die genannte DNA beinhal- 

ten urifcl die Herstellung entsprechender Antikorper er- 

moglichen. 
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Bcschreibung 

|O0Ol | Die Erfindung betrilTl rckombinante Antikorper gcgen natives gp96, Vcrfahrcn zu dcrcn Hcrsicllung, ihrc Ver- 
wendung, Trcnmnalcrialien, Vorrichtungen und Kils, die die genannten Antikorper umfusscn. an natives gp% gehundene 
s Peptide undderen Isolierung, Nucleinsaurcsequenzcn. die die genannten rcknnibinanten Antikorper codieren, und AVins- 
zellen, die die genannte DNA beinhahen und die Herstellung enlsprcchender Antikorper emioglichen. sowic weiicre un- 
ten beschriebene Aspektc. 

Hintergrund der Erfindung 

to 

|0002J Das zur Gruppe der Hit zeschock-Prot cine ("heal shock proteins") gehorende. gp96 ist ein Protein, welches in der 
Lage ist, ini Endo-plasmatischen Retikulum (ER) mil Pepliden zu assoziieren und so mil diescn einen immunogenen 
Xontext zu bilden. Werden solche gp%/Peplid-Komplexe in Mause inji/iert. konnen slarke fmmunaniworlen induzierl 
werden. Diese Inmiunanlworten sind spezifisch fur die assoziierien Peptide, wic durch Induktion spezifischer Anlwortcn 

15 durch cytotoxische T-Lymphozyten belegt werden kann. Die hohe Efiektivitat insbesondere von gp96 ist inoglicherweise 
durch die Talsache erklarbar. dass antigenprasentierende Zellen (z. B. Makrophagen, dcndriiische Zellen) Rezeptoren 
tragen, die spezifisch sind fur Hitzeschock-Proleine und ihre efiiziente Aufnahme emioglichen. Basierend auf diesen An- 
wendungen konnen Hiizeschockproteine zur Krebs-Inimuntherapie in Mausen vcrwendei werden (siehe Tamura el al.. 
Science 278, 1 17-120 (1 994)). Weiter erscheinen sie als ideale Adjuvantien fur auf indi viduelle Patienten massgeschnci- 

20 derle Immunotherapie-Prolokollc. 

|0003] Uin diese viclversprechenden Anwcndungen zu emioglichen, ist es jedoch erfcrdcrlich, das entsprechende Hit- 
zeschock-Proiein aus einer begrenzten Menge von Probenniaterial in sehr hoher Reinheit und in naliver Form zu erhal- 
ten. Hochspezifische nionoklonale Antikorper (mAb), im Falle von gp96 gegen dieses Molekul, waren hierfiir das ideale 
Hilfsmillel. Die bisher durch hcrkommliche Immunisierungsprolokolle hcrgestellien Antikorper sind jedoch von sehr be- 

25 grenzter Eignung, da sie nur schwach mil dem nativen gp96 reagieren - inoglicherweise, weil das native gp96 in den zur 
Iiiniiunisierung verwendelen Heren inlrazellular till ER vorliegt. die im resultierenden B-Zcll-Hybridom vorliegenden 
Antikorper jedoch cbcnfalls im ER vorlicgcn und so cine Inicrfcrcnz mil der nonnalcn gp96-Funktion in den Hybridom- 
zellen durch Reaktion von nativem gp96 mil. dem gebildelen Antikorper vorliegt. die die enl spree henden Hybridomzel- 
len nicht ihre Funktion wahrnehmen lassl. 

30 |0004] Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, Antikorper zur Verfugung zu stcllen, welche die praktisch aus- 
schlieBliche Erkcnnung von nativem gp96 emioglichen. Durch Verwcndung rckombinanlcr Antikorper konnte nun diese 
Aufgabe gelost werden. 

Uberblick iiber die Erfindung 

35 

[0005] Die vorliegende Offenlegung beschreibt die Konslruktion aniigen-bindender Domanen von gp96-spezifischen 
Antikorpern ausgehend von einer semi-syntheuschen Inununglobulingen-Bibliothek. Die resultierenden Einzelketlen- 
Antikorper (scFv Abs) werden fur eine rasche Ein-Schritt-Melhode zur chromatographischen Reinigung fur die Isolie- 
rung von gp96-Molekulen verwendel. Diese sind immer noch in der Lage, spezifische Immunant.worten auszulosen, wie 

40 native gp96-Molekule, die millets aufwendigerer konvenuoneller Protokolle gewonnen werden, bei denen ConA-Sepha- 
rose-Saulenchromatographic und weitere Reinigungsschritte Einsatz finden. Die ConA-Sepharose-Behandlung fuhrt zu 
einer Kontaminierung mil ConA infolge von "Saulenblulen". Da ConA ein T-Zell-Mitogen ist, kann es siorend mil dem 
Immunsystem einer zu impfenden Person oder eines zu inipfenden Tieres inlerferieren. Weilerhin konnte gezeigt werden, 
daG Proteasen, wie Cathepsin E, in auf konventionelle Wcise gereinigten gp96-Praparalionen enthalten sind. All die po- 

45 lenliellen Risiken, die wegen der Kontaminatiorten von gp96 vorliegen, konnen vemiieden werden durch Verwendung 
der erfindungsgemassen AffinitaLsreinigung millels rekombinanter scFv- Antikorper. Ausserdem beschleunigen diese 
den Reinigungprozess und erlauben die Prozessierung kleincr Tuntorprobcn. Diese Merkmale machen die rekombinan- 
len an. ti-gp96- Antikorper zu einem idealen Werkzeug fiir die Reinigung von gp96, das dann auch selbst in der Behand- 
lung eihgesetzt werden kann, beispielsweise von Krebs und Infektionserkrankungen. 

50 

Abbildungen 
(fur weitere Details siehe auch Beispiele) 

55 [0006] Fig. 1 zeigt die Sequenzanalyse der recombinanten scFv- Antikorper. Es werden die Aminosauresequenzen der 
V H - und der V L -Kettenabschnitte gezeigL Die V H -Segmenicder B10C-, G12D- und HllB-Klone gehoren zur V H 1-Gen- 
familie und sind vom Keimbahngen DP-3 derivatisien. Die V L -Gensegmenisequenzen sind identisch in alien Klonen 
und passen zum Vx3-Gensegment IGLV3S 1 /DPL16. Die besiimmten V H - und V L -Sequenzen wurden verglichen mil Se- 
quenzen aus der V Base (Medical Research Council, Cambridge, U. H.), der GenBank und der EMBL-Sequenzdaten- 

60 bank. Gezeigt werden jeweils die variablen V H - und V L -Regionen der schweren und leichten Kettenabschnitte; (FR = 
Geriistregion; CDR = Komplementaritatsdeterminierende Region). Die Unterbrcchungen innerhalb der Sequenzdarslcl- 
lung jeweils innerhalb der Sequenz der schweren und der leichlen Keiie sollen nicht fehlende Bindung bedcuien, sondem 
nur emioglichen, untcrschiedlichc Abschnitie (FR1, CDR1 etc.) leichier zu erkennen. Tatsachlich bilden jeweils die Ab- 
schnitte FR] bis FR4 der schweren und FR1 ' bis 1^4' der leichlen Kelic einezusantmenhangende Keite. Es bedcuien (im 

65 Einbuchsiabencode fur Antinosauren): Schwere Kette: 

Bei Klon B 1 0C: CDR3 = MPVSQMPH = SEQ CD NO: 1 ; CDR2 = LVDPEDGE11YAEK1-QG = SEQ ID NO: 4; CDR 1 = 
DYYMH = SEQ ID NO: 5. Gesamtscqucnz von Anfang FR1 bis Ende TO4 = SEQ ED NO: 10. 

Bei Klon G12D: CDR3 = IPLFCiRDH = SEQ ID NO: 2; CDR2 LVDPED( iE'riYAEKFQ( J = SEQ TD NO: 4; CDR1 = 
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DYYMH = SEQ ID NO: 5. Gcsamlsequcnz von Anl ang 1 his lindc FR4 = SHQ ID NO: II. 

Bei Klon HI IB: CDR3 = LAAGN = SEQ ID NO: 3: CDR2 = LVDPHDGETIYAEKFQC = SliQ ID NO: 4: CDR1 = 
DYYMY = SEQ ID NO: 6. Gcsamlsequcnz von Anfang FRI bis Ende 1-1*4 = SHQ ID NO: 12. 
Leichie Keuc: 

Rei alien drei Klonen: CDRT = QGDSLRSYYAS = SEQ ID NO: 7; CDR2' = GKNNRPS = SEQ ID NO: 8; CDR3' = 5 
NSRDSSGNHVV = SEQ ID NO: 9. Gcsamlsequcnz von Anfang FRF bis Ende FR4' = SEQ ID NO: 13. 
1 0007] Fig. 2: Diese Abbildung zeigl die den Aminosauresequenzen in Fig. 1 zugrundcliegenden DNA-Sequenzen. 
Ubcrden codicrenden Tripletts isi jeweils der Bcginn der Gerust- und koniplcnientaritarsdetcniiinierenden Regionen 
(FRI, CDRl etc.) angegeben. 

Codieren der Abschniit fur Sen were Kette: to 
Bci Klon B 10C: 

CDR3 = ATG CCG GTT AGT CAG ATG CCT CAT = SEQ ID NO: 14; 

CDR2 = CTT GTT GAT CCT G A A GAT GGT (.iAA ACA ATA TAC GCA GAG A AG TTC 

CAG GGC = SEQ ID NO: 17; 

CDR1 = GAC TAC TAC ATG CAC = SEQ ID NO: 18. 15 
Gesainisequenz von Anfang FR1 bis Ende FR4 = SEQ ID NO: 23. 
Bei Klon Gl 2D: 

CDR3 = ATT CCG TTG TTT GGG CGG GAT CAT = SEQ ID NO: 15; 

CDR2 = CTT GTT GAT CCT GAA GAT GGT G A A ACA ATA TAC GCA GAG AAG TTC 

CAG GGC = SEQ ID NO: 17; 20 
CDRl = GAC TAC TAC ATG CAC = SEQ ID NO: 18. 
Gesainisequenz von Anfang FR1 bis Ende PR4 = SEQ ID NO: 24. 
Bei Klon HUB: 

CDR3 = CTT GCT GCT GGT AAT = SEQ ID NO: 1 6; 

CDR2 = CTT GTT GAT CCT GAA GAT GGT GAA ACA ATA TAC GCA GAG AAG TTC 25 
CAG GGC = SEQ ID NO: 17; 

CDR 1 = GAC TAC TAC ATG TAC = SEQ ED NO: 19. 
Gesainisequenz von Anfang FR1 bis Ende FR4 = SEQ ID NO: 25. 
Leichie Kette: Bei alien drei Klonen: 

CDR 1 ' = CA A GG A GAC AGC CTC AG A AGC TAT TAT GCA AGC = SEQ ID NO: 20; 30 

CDR2' = GGT AAA A AC A AC CGG CCC TCA = SEQ ID NO: 21 ; 

CDR3' = AAC TCC CGG GAC AGC AGT GGT AAC CAT GTG GTA = SEQ ID NO: 22. 

Gesainisequenz von Anfang FRF bis Ende FR4' = SEQ ID NO: 26. 

[0008] Fig. 3: Bindungsaktivitat der rekombinanten Einzelkellen (= Single Chain)-Fv-anli-gp96- Antikorper. Gerei- 
nigle scFv Abs werden auf die Bindung an Maus-gp96 untersuchl, wobei auf einer Niirocellulosemembran (1) unier re- 35 
duzierenden Bedingungen (SDS plus p-Merkaptoethanol), (2) denaturierenden Bedingungen (SDS) und (3) naliven 
(PBS) Bedingungen unlersuchl wird. Die Membran wird mil monoklonalcm Maus-IgG-Anti-Human-c-myc. polyklona- 
lem Peroxidase-konjugiertern Kaninchen-Anti-Maus-IgG und Substrai enlwickell. Der monoklonale Raiien-IgG-Anii- 
gp96-Aniikorper (SPA-850) dienl. als positive, ein scFv-Oestradiol-Antikbrper als negative Kontrolle. Alle rekombinan- 
len scFv-Antikorper binden nur an das native Antigen, neg. cir. = negative Kontrolle, pos.ctr. = positive Kontrolle. 40 
[0009] Fig. 4: Prazipi ration von naiivem gp96 von Maus-Tumorzelllysaten. Hypotone Lsyate radioaktiv inarkiertcr 
IGELa2-Zellen werden mil, den genannten Anlikorpern inkubierU gefolgl. von Protein-G-Sephaiose-Prdzipitation und 
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Die Kontrollbahn zeigt Prazipitation nur mil Prolein-G-Sepharose alleine als 
Kontrolle, (1) = Kontrolle, (2) = Anti-BiP (SPA-847). (3) = Anti-gp96 (SPA-850), (4) = scFv (Klon HUB). 
[0010] Fig. 5: Chromatographische Reinigung von nativen gp96-Molekulen. Hypotone Lysate von radiomarkierten 45 
IGELa2- und huinanen CTR-Zellen werden mil rekombinanten anti-gp96-scFv-Antikorpern oder BSA als Negalivkon- 
trolle, jeweils immobilisiert auf Sepharose-Beads. inkubiert. Die Immunkomplexe werden durch SDS-Polyacrylamid- 
gelelektrophorese getrennt. (5) = BSA-Sepharose, (6) = Anti-gp96scFv-Sepharose, (7) = BSA-Sepharose, (8) = Anti- 
gp96sc'Fv-Sepharose, 

[0011] Fig. 6: Aktivierung von CTL durch scFv-gereinigte gp96-Molekiile. C57BI76-Mause werden i. p. mil PBS (A), 50 
gp96 gebunden an anti-gp96-scFv-Sepharose (B), unbehandelte (C), gp96, gereinigl nach Siandardmeihoden (D), pH 
10,5-eluierten gp96-MolekiiIen (E) und 1.3 M NaCl eluierien gp96-Molekiilen immunisicrt. Nach 9 Tagen werden Sple- 
nocyten mil bestrahlten BALB.B-Zellen wahrend 5 Tagen inkubiert und die CTL-Aku'vilal auf C57BL/6 (gefullle 
Kreise) und BALB.B (gefullle Dreiecke) ConA-BIasts gemessen. (9) = % spezifische Lyse, (10) = E : T-Verhaltnis. 



55 



Delaillicrte Beschreibung der Ertindung 



[0012] Die Erflndung beu*irTt. rekombinante Antikorper, die natives gp96 binden, insbesondere solche, welche die dritle 
Komplementaritat deierminierende Region (CDR3) aus einem variablen Anteil einer schweren Kette eines Antikorpers 
gemass SEQ ID NO: 1 , SEQ ID NO: 2 oder SEQ ID NO: 3 umfassen a ? »g- 1 )> insbesondere solche, welche in Fig. 1 (a) 60 
die vom variablen Teil einer schweren Kette abgeleiteten Abschnitle CDR3 der Sequenzen SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 
2 oder SEQ ID NO: 3: CDR2 der Sequenz SEQ ED NO: 4; und CDRl der Sequenz SEQ ID NO: 5 (oder insbesondere 
SEQ ID NO: 6) und (b) die vom variablen Teil einer leichten Kette abgeleiteten Abschnitle CDRl' der Sequenz SEQ ID 
NO: 7. CDR2* der Sequenz SEQ ID NO: 8 und CDR3' der Sequenz SEQ ID NO: 9 umfassen. 

[0013] Die Erfindung beirifft auch die Verwendung der genannten rekombinanten Antikorper zur Reinigung oder Mar- 65 
kierung von gp96. 

[0014] Die Erfindung beiriffl auch die Verwendung der genannten rekombinanten Antikorper zur (raschen) Reinigung 
von intakten gp96/Peptid-Komplcxcn aus kleinen Mcngen von Tumomiaierial oder infizierten Zellen. die anschliesscnd 
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zur aulologcn odcr lemcr heierologcn Immunotherapy vcrwcndel. werden konnen. 

[0015] Die Erfindung beirifft auch gp96 mil gebundenen Pepliden, welches durch die ohen bcschrichcnc Rcinigungs- 
mclhodc gewinnbar ist bzw. vorzugsweise gewonnen worden ist, insbesondcre zur Anwcndung in eincm Vcrfahrcn zur 
(vorzugsweise aulologcn) Inimunisierung, sowie pharmazcutische Formulierungen, die eincn nach der oben beschriebe- 
5 nen Reinigungsnicihodc gewinnharen, insbesondcre gewonncnen. gp96/Peplid-Koniplex und ggf. wciicrc Triigemiaie- 
rialicn umfassen. 

[0016] Die Erfindung beiriffl auch gp96 mil gebundenen Peplidcn nach dem Ictzten Absalz zur Anwendung in cineni 
Verfahren zu iherapculischen Behandlung des menschlichcn odcr lierischen Korpcrs, insbesondcre zur helcrologen Oder 
vor alleni aulologcn Inimunisierung; die Vcrwendung des entsprechenden gp% mil gebundenen Peplidcn zur Herslel- 

m lung eines Ar/nciniiuels zur (insbesondcre aulologcn) Innnunisierung bei Palienien, die an cincr Tuniorerkrankung odcr 
einer Infekiion leiden, sowie die Vcrwendung des entsprechenden gp96 mil gebundenen Pepliden zur Innnunisierung 
dieser Palienien bzw. Meihoden zur (insbesondere auiologen) lmniunisicrung von Palienien miltels Verabreichung von 
gp96 gemass deni vorausgehenden Absalz an einen Palienien, der an einer Tuniorerkrankung oder einer Infekiion leidel 
und einer dcrarligen Behandlung bedarf. 

15 [0017] Die Erfindung betrifft auch die Isolierung von Pepliden, welche an nalives gp96 aus Warmblulcrzellen gebun- 
den sind, insbesondere bei Warmbluiern, die an einer Erkrankung leiden, z. B. einer Ischamie (el.wa infolge eines Infark- 
les oder von Alherosklerose), einer Tuniorerkrankung odcr einer Infekiion, sowie entsprechende Peptide, soweit sie neu 
sind, und deren Vcrwendung. 

[0018] Die Erfindung beirifft auch Trcnnmaterialien (Matrices) und Vorrichtungen zur Reinigung von nativem gp96, 
20 die die erfindungsgemassen rekombinanien Aniikorper umfassen. 

10019] Die Erfindung beirifft auch Kils zur Reinigung oder zum Nachwcis von nativem gp96. welche die erfindungs- 
gemassen rekombinanien Aniikorper umfassen. 

|0020] Die Erfindung betriffl auch Nucleinsauresequenzen, insbesondcre DNA-Sequcnzen, welche fur erfindungsge- 
masse rekombinante Aniikorper kodiercn, 
25 [0021] Die Erfindung betrifft auch Wirlszellen, insbesondere Prokaryonlen, wie E. coli, welche fur erfindungsgeinasse 
rekombinanle Aniikorper codierende Sequenzen umfassen. 

[0022] Die vor- und nachstehend gcnannlcn allgcmcincn Ausdriickc haben vorzugsweise die folgcndcn Bcdculungcn, 
wenn nichl anders angegeben, wobei allgemeine Begriffe stets durch enlsprechende speziellere Begriffe oder Beschrei- 
bungen erselzi werden konnen. was zu bevorzuglen Ausfuhrungsfbniien der Erfindung fuhrt: 

M) Ein rckonibinanier Aniikorper, der natives gp96 bindet, ist ein aus einer odcr mehreren nichtkovalent oder kovalcnf mit- 
cinandcr verbundenen Peplidketten aufgebautes Protein, welches die an nalives gp96 bindenden komplemenlaritalsbe- 
siimmcnden Regionen (CDR) umfassi. wobei auch Glykosylierungen oder andere Derivatisierungen vorliegen konnen; 
cs handelt sich insbesondere um in ublicher Weise aus einer schweren und einer leichlen Kelte, die beispielsweise uber 
Disulfidbriicken oder auf andere Weise kovalent miteinander verbunden sind, aufgebaute Antikorper, oder vorzugsweise 
ein Fragment eines derartigen Anlikorpers, insbesondere des F(ab>2-Typs, oder insbesondere Einzelkelien-Antikorper 
(sc Abs) mil alien komplenientarilalsdelerminierendcn Regionen auf einer Polypeplidkelie, die noch weitere Sequenzen, 
wie Ge rust sequenzen. Linker- Sequenzen, Marker-Sequenzen (z. B. c-myc) oder Sequenzen. die eine spczifische Tren- 
nung eriauben, z. B. fur IMAC (Immobilisiertes Melall-Arlinitatschromatographie), umfassen kann und/oder auch als 
Aggregal von zwei oder mehr derartigen Kelten vorliegen kann, wie es haufig gefunden wird (sowohl die tatsachlichen 

40 Einzelketlen als auch deren Aggregate sind nachfolgend gemeint, wenn von scFv-Anlikorpern (Abs) die Rede ist.) - das 
Minimum fur derariige Einzclketien besteht. aus den sogenannten Fv-Fragmenten, welches die hypervariablen Regionen 
der schweren und der leichlen Aniikorperketie umfassen (deraiiige Fv-Fragmente sind schwer durch proteolytische 
Tcchniken herzustellen, da die entsprechenden variablen Domanen nach Verdiinnung zur Dissoziation tendieren). Auch 
Gemische solcher Aniikorper sind mdglich. Rekombinanl bedeutet, daB mindestens ein Teil der Sequenz des entspre- 
chenden Anlikorpers durch Meihoden der rekombinanien Gentechnologie modifizien ist, wobei der enlsprechende An- i 
tikorpcr auch auf enzymatischem oder chemischem Wege hergestellt werden kann oder vorzugsweise durch Expression 
geeigneler Nucleinsauresequenzen in einem Wirlsorganismus. 

[0023] Komplementaritatsdeterminierende Regionen (CDR) (auch hypervariable Regionen genannt) sind solche, die 
fiir die' spezifische Bindung des jewiligen rekombinanien Anlikorpers an gp96 verantworilich sind (die also den Idiotyp 
.so ausmachen). 

[0024] Bevorzugt sind solche Antikorper, welche die dritte Komplementarital determinierende Region (CDR3) der 
schweren Kelte eines Anlikorpers gemass SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 oder SEQ ID NO: 3 umfassen (Fig. 1), insbe- 
sondere solche, welche in Fig. 1 fa) die aus variablen Schwer kelten- Sequenzen abgeleitelen TeileCDR3 (SEQ ID NO: 1, 
SEQ ID NO: 2 oder SEQ ID NO: 3). CDR2 (SEQ ID NO: 4) und CDR1 (SEQ ID NO: 5 oder insbesondere SEQ ID NO: 
55 6) und (b) die aus variablen Leichiketien-Sequenzen abgeleitelen der CDR1' (SEQ ID NO: 7), CDR2' (SEQ ID NO: 8) 
und CDR3* (SEQ D) NO: 9) umfassen. Moglich sind auch solche Aniikorper, bei denen diese CDR durch andere als die 
in Fig. 1 gczeigien Geriisiregioncn (FR) voneinandcr separicri sind. 

[0025] Die Erfindung beirifft auch nalives gp96 bindende Antikorper, die Varianten der ab bevorzugt gekennzeichne- 
tcn Sequenzen beinhalten, z. B. Varianlen, die aus einer DNA resullieren, die einer in-vitro-Muiagenese unterworfen 

a) worden sind, wobei die Bedingung ist, dass diese noch die genannte Bindungsfahigkeil besitzen, insbesondere bei iibli- 
chen Messmethoden zur Affinitatsbcstimmung mindestens zweimal, vorzugsweise mindestens 10-mal starkere Affinitat 
zu leichi denaturiertem oder insbesondcre nativem gp96 haben als der Antikorper SPA-850, der eine priniarc (Sequenz-) 
Siruktur des gp96 crkennt, die sowohl in nativem als auch in denaturiertem gp96 vorhanden ist und so nicht selekliv ist 
fur nalives gp96, (s. u.). Solche Modilikaiionen konnen in einer Addition, Substitution oder Deletion von Aminosauren, 

6> vorzugsweise von bis zu 5, beispielsweise von einer Aminosaure, bestehen - besonders bevorzugt sind solche rekombi- 
nanien Aniikorper die eine optimale Affinitat haben, die hoch genug isi fur slarke gp96-Bindung, abcr dennoch wieder 
die Frciseizung dcsselben aus gp96/Antikorperkomplexen erlaubt, um so das gebundene gp96 wieder freisclzen zu kon- 
nen, was z. B. fur die unten beschriebenen Rc ini gun gs meihoden essenticll ist. Sowcii die Modifikationen die ("DR be- 



4 



BNSOOCID; <DE_10019967A1 .!_> 



DE 100 19 967 A 1 



ireffen. sind konscrvativc A list a use he bcvor/.ugl, z. B. (!cr Ausiausch eincr hydrophobcn Aminosaurc durch cine andcrc, 
eincr saurcn durch cine andcrc, cincr basischen durch cine andcrc, von Scr durch 1T>r, cincr annaiischcn durch cine an- 
dere odcr dcrglcichcn, oder femer Addition eincr homologcn Aminosaurc. so dass cine Aminosaurc durch zwei honio- 
lo^c Aminosauren crseizi wird, odcr Dele I ion eincr Aminosiiure. 

(0026] Danchcn konnen vorzugsweise noch Geriislregioncn FR (wic z. B. die in Fig. 1 gezeigien FR1 his FR4 aufder 5 
schweren Ketle, FRT bis FR4' aufder Icichlcn Kcllc, oder andcrc Aminosiiuresequcnzen, die die Fahigkeil der Aniikor- 
per zur Bindung an leichi denaiurierics odcr insbesonderc natives gp96 hahen) vorliegen. 

1 0027J Besonders bevorzugte rckombinanic Aniikorper sind solchc, die mindestens eine der Sequenzen fur die varia- 
bten Tcile der schweren Keilcn gemiiss Kig. 1 turcinen der Klonc G12D, HUB oder B10C (SEQID NO: 10; SKQ ID 
NO: U; oder SEQID NO: 12), insbesondere die Mul ante mil einer CDR 1 der Sequenz DYYM Y (SEQ ID NO: 6), wel- 10 
che bei der in den Beispielen beschriebenen Methode nichl erwartci werden konnie, also die Sequenz fur den variablen 
Abschnitl einer schweren Ketle des Klons HUB (SEQ ID NO: 12); und die Sequenz fur den variablen Abschnitl der 
leichten Ketle gemass Fig. 1 (SEQ ID NO: 13) umfassen. welche erforderlichen falls durch einen geeignelen Spacerah- 
schnitt voneinander geirenni sind. 

[0028] Natives gp96 ist solches, das dem in der Zelle normalerweise ini ER vorliegenden in der ^Conformation im we- t5 
sentlichen entspricht. und noch in der Lage ist, die unler physiologischen Bedingungen gebundenen antigenen Peptide zu 
binden, so dass diese im Komplex mil gp96 isolicrt werden konnen - mil anderen Worten, die 3D-Faltung ist soweit er- 
hali.cn (oder sogar unveranderi), daB die Beladung mil den antigenen Peptiden noch moglich ist, auch bei Reinigung des 
gp96 wie unten als Teil der Erfindung beschrieben - im Gcgensatz hierzu schcint die klassische Methode nach Sriva- 
slava, METHODS: A Companion to Methods in Enzymology 12, 165-171 (1997) mindestens auch betrachllichc dena- 20 
lurierte Anleile zu e nth a lien. 

|0029] Die Reinigung von gp96 gelingl nach ublichen Methoden, beispielsweise durch Prazipitation des gp96 aus L6- 
sungen, wie Zelllysaiem sofern mindesiens zwei Bindungsstellen pro rckombinantem Aniikorper fur gp96 vorliegen 
oder Aggregate von solchen rekonibinantcn Anlikorpern vorliegen, oder wenn writer Anti-Antikorper eingesetzl wer- 
den, die mehr als eineBindungsslellc fur Sequenzen auf den erfindungsgemassen rckombinanten Anlikorpern (beispiels- 25 
weise c-myc- Sequenzen) haben und so zur Vernelzung in der Lage sind, insbesonderc, wenn die Anti-Antikorper poly- 
klonal sind; bevorzugt ist die Reinigung nach Bindung cincs erfindungsgemassen Aniikorpcrs an cin gccignctcs partiku- 
lares Trager material mit. ausreiehend grosser Oberfiache, z. B. an eine auf Kohienhydraten oder Kunststoffen basierende 
Gelmatrix, wie insbesonderc Sepharose. Die Reinigung kann dann durch Bindung in Suspension oder durch Auflragen 
der zu reinigenden Probe auf eine Saule, die mit einer gebundenen rekombinanten Aniikorper umfassenden Matrix ge- 30 
fullt ist, erfolgen. Moglich isi auch die Bindung an Membranen, z. B. Nilrozcllulose, die mit dem entsprechenden rekom- 
binanten Aniikorper belegl sind, oder enisprechcnde andere Tragermateri alien. Die El u lion des so gebundenen gp96 er- 
folgt mit geeignelen Losungen, insbesonderc mil leicht basischen (pH vorzugs weise zwischen 7 ? 2 und 12, insbesondere 
zwischen 7,2 und 10,5; eingestellt beispielsweise mil Hilfe organischer Basen, insbesondere SlickstofTbasen, wie Triet- 
hanolamin) und/ oder salzhahigen Eluenien, insbesondere 0,3 bis 4, vorzugsweise 0,5 bis 1,5 M Salzlosungen, wie 0,7 35 
bis 1 ,5 M Salzlosung, vorzugsweise mil Kochsalz (Nad) als Salz. Solicn native Komplexe aus gp96 und daran gebun- 
denen Peptiden (z. B. aus geschadigten Geweben, wie ischamischen Geweben oder Geweben mil Krankheitscrregern 
oder Krebsmarkem) isolierl werden, so wird vorzugsweise ein pH im Bcreich zwischen 6 und 8 gewahlt und eine erhohlc 
Salzkonzentration, insbesondere 0,7 bis 1 ,5 M Kochsalzlosung in Gegenwarl von Puffer, wie Phosph at puffer. 
|0030] Die Markierung (d. h., qualitative oder quantitative Bestimmung) von gp96 kann beispielsweise mil ublichen 40 
Assays zum Nachweis von Antigenen mil Anlikorpern durchgefuhrt werden. So konnen die erfindungsgemassen rekom- 
binanien Aniikorper vorzugsweise selbst direkl Sequenzen enthalien, die eine Markierung ermoglichen (beispielsweise 
Sequenzabschnitte, die Enzymfunktion haben und so direkl durch Umselzung mil enlsprechenden Substraten die Deiek- 
lion ermoglichen, oder durch dagegen gerichtete Aniikorper erkannt werden konnen, die ihrerseits durch Standardnietho- 
den nachgewiesen werden konnen), beispielsweise als Phosphalase, z. B. alkalische Pliosphatase aus E. coli oder alkali- 45 
schc Phosphatase aus Saugetieren (z. B. aus Rind), Peroxidases wie Meeretuchperoxidase (mil z. B. 4-Chlor- 1 -naphthol 
oder .l^^'^^'-Tetrainelhylbenzidin als Substrat), P-D-Galactosidase, Glucoseoxidase, Glucoamylase, Carboanhydrase, 
Acetylcholinesterase-, Lysozym, Ma lal dehydrogenase oder Glucose-6-phosphatase; ein Molekul nut spezifischen Bin- 
dungsemgenschafien, wie Streptavidin, das an Biotin bindet, oder andere charakteristische antigene Abschnilte, wie c- 
myc-Sequenzen oder -teilsequenzen, die insbesondere immunologisch nachgewiesen werden konnen. 50 
[0031] Auf diese Weise konnen die mit Antikorpern ublichen Nachweismethoden fur Antigene ("Immunoassays"), ins- 
besondere Radioimmunoassays und vor allem Immunfluoreszenzmarkierung, Immunoblolting. Enzym-Immunoassays, 
insbesondere ELA oder ELISA, oder Dot-Assays durchgefuhrt werden, urn gp96 qualilativ und/oder quantiiali v nachzu- 
weisen. 

|0032] Die rasche Reinigung gelingl vorzugsweise durch Auftrennung eines (erforderlichenfalls durch Ulirazentrifu- 55 
gation vorgeklartcn) Zetllysales ubcr cine Saule, die mit einer Matrix beladen isU die gebundene rekombinante Aniikor- 
per gemass der Erfindung tragi (siehe oben unter Reinigung, don werden auch geeignete Elutionsbe^ingungen angege- 
ben), insbesondere uber enlsprechend modifizierte Sepharose. Zunachst wird aufgetragen,-dann Verunreinigungen aus- 
gewaschen, und zulelzl eluiert, wie oben fur die Reinigung von gp96 beschrieben. 

|0033] Die Immunolherapie hedienlsich des so gewonnenen gp96, das im wesenttichen in naliver Form vorliegt, wenn 60 
entsprcchende Elulionsbedingungen gewahlt werden (siehe oben oder in den Beispielen), und noch gebundene Peptide 
aus den Tumorzellen odcr den infizierten Zellen vorliegen, die charaktcrisiisch fur Krankheilszustande, wie Ischamicn, 
Krcbs odcr Infckiionen sind. Im Prinzip ist auch heierologe Immuntherapic moglich, beispielsweise, wenn mehrere Pa- 
lienien durch das gleiche Pathogen infizierl sind oder die gleiche Tumorerkrankung haben. 

|0034| "Tumorerkrankung" bedeuict cine proliferative Erkrankung, beispielsweise solide Tumoren oder Blutkrcbs, 65 
cinschlicsslich ggf. vorlicgendcr Mctastasen. Die zur Isolierung des gp96 verwendeten Zellen solltcn dann insbesondere 
Tumor/cllen umfassen. "Infizierl" bedeuleu dass die entsprechenden Zellen durch einen Mikroorganismus, wie ein Vi- 
rus. Bakicricn. Mycopiasmcn, einen Pilz oder einen Parasiien. wic Proiozoen, infizierl sind. 
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|O035| Die Iminunlherapic crfolgl durch enlcrale (z. B. nasale) odor vorzugsweise durch parcnicrale. insbesondere in- 
iramuskulare, subkuianc oder fcrncr inirakranialc oder iniralumbale Verabrcichung cines wie oben beschrieben gerei- 
nigicn gp9G/Pcpiid-Komplcxes an einen Palicnlcn, vorzugsweise cincn solchcn. dor einer solchcn Bchandlung bedarf, in 
Abwescnheil odor Gegcnwart von weiteren Adjuvanlicn, wie Aluminiunhydroxid, Lysolecithin, Pluronie-Polyolen, Po- 
S lyanionen, Pcplidcn. Mtiramyldi- oder -iripeptiden, Sqiialcniirischungen (SAP- 1), Sapnnindcrivaten, Zcllwandpriipara- 
lionen von Mycobakterien, Quil A, Untcrcinheil. B aus Choleraloxin, Proieinc oder Olemulsioncn, oder Koinbinalionen 
von zwei oder mehr davon. 

|0036] Die Erfindung beiriffi somit auch die Verwendung der erfindungsgemassen rekonibinanlen Antikorper zur Rei- 
nigung von gp96 aus Zcllcn oder Gewebsproben insbesonderc aus eineni Paiienien, dcr an einer Hrkrankung, wie einer 

10 Ischamie (z. B. infolge cines Infarkies), eineni Tumor oder einer Infekiion Icidci, und (vor alien) im Falle einer Infekiion 
oder einer Tuniorcrkrankung) die nachfolgende Verabrcichung des so gewonnencn gp96 an einen Paiienien, insbeson- 
dere cincn, der einer derartigen Behandlung bedarf, zur auiologen oder ferner helcrologen Imniunisierung. 
[0037] Die Erfindung hetrifft auch gp96 rail gebundenen Pepiiden, welches durch die oben heschriebene Reinigungs- 
methode gewinnbar isl bzw. vorzugsweise gewonnen worden isl. insbesondere zur Anwendung in einem Verfahren zur 

15 (vorzugsweise auiologen) Imniunisierung, sowie phannazeulische Formulierungen, die ein nach der oben beschriehenen 
Reinigungsnielhode gewinnbaren, insbesondere gewonnencn, gp96/Peptid-KompIex und ggf. weitere Tragermaterialien 
unifassen. Als Tragermaierialien kommcn insbesondere physiologisch annehmbarc Tragemiaierialien in Frage, insbe- 
sondere physiologische Kochsalzlosung, Phosphat-geputYeric physiologische Kochsalzlosung, sieriles Wasser und ggf. 
Adjuvanlicn, wie oben genannt, in Frage. Andere Pufferungs- und dispcrgierend wirksame Tragemiaierialien konnen 

20 verwendct werden. Der Fachniann kennt die ntogtichen Zusammensclzungcn, Beispiele finden sich in Reniingion's Phar- 
maceutical Sciences (Alfonso R. Gennaro, Hrg.. 18th Edition, 1990), hierniil. durch Bezugnahme inkorporierl. Die Zu- 
sammenseizungen werden nach ublichen Melhodcn sterilisiert und verpackl, z. B. in Ampullen oder Glaschen, oder di- 
rekt verabrcichi. Die Konzenlration an gp96/Peplidkomples kann variieren, beispielsweise von ca. 0,001 bis 20Gew.-%, ( 
vorzugsweise von 0,01 bis 0,5%. 

25 [0038] Als "Patienten" kominen vor allem Warmbliiter, in ersler Linie Sauger, vor allem der Mensch, in Betrachl. 

[0039] Bei der Administration wird eine Dosis verabrcichi, die nonnalerweise zum Sliuiulieren einer ImmunanlworL 
(insbesonderc basicrend auf cyiotoxischcn T-Lymphozyicn) gecignct isl. Die Dosis isl abhangig von den individucllcn 
Palientenparametern wie Grosse, Alter, Geschlechl und Zustand, wird sich aber nonnalerweise vorzugsweise im Bereich 
von 0,001 bis 20 000 ug, vorzugsweise 0,005 bis 4000 ug gp96/Peplidkomplex pro kg Palientengewichl bewegen. 

30 [0040] Es isl auch moglich, mil erfindungsgemassen rekonibinanlen Antikorpern Wannbl Liter zu immunisiercn, urn so 
Anti-Idiotyp-Antikorpcr.die anligene Bereiche von gp96 imitieren, herzuslellen. Die Imniunisierung erfotgt analog wie 
oben fur gp96/Peplidkomplexe beschrieben. 

[0041] Die Isolierung von Peptiden, welche an natives gp96 aus Warmbluterzellen gebunden sind, insbesondere bei 
Warmbluiern, die an einer Erkrankung leiden, z. B. einer Ischamie (etwa infolgeeines Infarkies), einer Tumorerkrankung 

35 oder einer Infekiion, ist moglich, indem man erfindungsgemass isoliertes natives gp96, das solche Peptide gebunden hat, 
aus entsprechenden gp96/Peplidekomplexen freisetzt (z. B. durch Anderung der Ionenstarke, Erhohung der Basizitat, 
beispielsweise mittels Stickstoffbasen, wie Trielhanolamin, auf einen pH-Wert. zwischen 7.4 und 12, vorzugsweise zwi- 
schen 9 und 1 1 ,5), und erforderlichen falls beispielsweise durch Gelfiltration vom gp96 trennt. Die Peptide konnen dann 
weiler uniersucht (z. B. sequenziert) werden und auf ihre biologischen Wirkungen uniersucht werden (z. B. Immunoge- 

40 nital) und so auch das Erkennen pathogener Mechamsmen, beispielsweise bei Ischamie, ermoglichen. Soweil sic neu 
sind, sind auch entsprechende Peptide Gegenstand der vorliegenden Erfindung, sowie deren Verwendung, beispielsweise 
in Immunisierungsprotokollen. 

[0042] Als Vorrichtung zur Reinigung sind insbesondere chromatographische Saulen zu nennen, die mil einer Matrix 
gefulll sind, welche einen erfindungsgemassen rekombinanten Anlikorper umfasst. Fiir die Herstellung der Matrix finden 

45 insbesondere solche Grundmatrices mil funklionellen Gruppen, wie Hydroxy-, Carboxy-, Amino-. Epoxy-, Dien- oder ) 
Mercaptogruppen, die eine Kopplung mil einem erfindungsgemassen Anlikorper erlauben, insbesondere solche auf Po- 
lymerbasis, wie auf Basis von Polyacryl oder Polyacrylderivaten (insbesondere Oxiran-modifiziert), wie im Falle von 
Eupergit (Rohm Pharrna, Dannstadt.) oder insbesondere auf Basis aklivierter polymerer Kohlenhydrate, wie cyanogen- 
broinicF-aktivierter Sepharose (vor allem Sepharose 4, 4B oder 6MB), Verwendung. Enlsprechend sind die aniikorper- 

50 modifizierten Matrices gemass der Erfindung auf der Basis von Polymeren, wie Polyacryl oder dessen Derivalen (z. B. 
Eupergit), oder auf der Basis polymerer Kohlenhydrate aufgebaut, welche erfindungsgemasse Antikorper (vorzugsweise 
kovalent gebunden) tragen. Eine geeignete Saule hat insbesondere ein inneres Vfelumen (inklusive Saulenmaterial) von 
0,01 bis 10 ml, z. B. von 0,05 bis 5 ml beispielsweise von 0,05 bis 0,1 ml. Weitere zur Vorrichtung gehorige Komponen- 
len konnen z. B. Schlauche, Vorratsgefasse fur Eluenten und Waschlosungen und dergleichen sein. Eine Matrix (Tragcr- 

55 material), wie oben beschrieben - insbesondere Sepharose - die einen erfindungsgemassen Antikorper tragi, insbeson- 
dere, wenn dieser kovalent gebunden isl. ist selbst Gegenstand der Erfindung. Vorzugsweise umfasst eine entsprechende 
Vorrichtung auch eine Siiule, die eine mil einem unspezifischen Material, insbesondere Serumalbumin, wie Rinderse- 
rumalbumin, belegte Matrix (wie oben beschrieben, jedoch mil einem andcren Liganden ars dem rekonibinanlen Anti- 
korper), die zur Vorreinigung geeignet isl (als Vorsaule) und vorzugsweise direkt der eigentlichen, mil dem rekombinan- 

60 ten Anlikorper beleglen Saule vorgeschallel isl. 

[0043] Kils zur Reinigung oder zum Nachweis von nativem gp96. welche die erfindungsgemassen rekombinanten An- 
likorper umfassen, sind insbesondere solche, die eine wie im Ictzten Absatz beschriebene chromatographische Saule und 
erforderlichc weitere Komponenlen, wie eine ebcnfalls vorstehend beschriebene Vorsaule und ggf. Pufiersalze oder Puff- 
erlosungen, Eluenten, oder dergleichen, und gcwunschtenfalls auch Nachweissysteme fiir isoliertes natives gp96 oder 

65 daran gcbundene Peptide, wie Komponenlen entsprechender Immunoassays oder dergleichen. enihalten konnen, z. B. 
Antikorper gegen c-myc, Anti-Aniikorper gcgen diese Anlikorper, die z. B. mil einem Enzym als Komponente eincs en- 
zymatischen Nachweissysiems, wie einer Peroxidase, markicrt sind, sowie entsprechende Reagcnzlosungcn und Sub- 
strate fiir diese Enzyme. 
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1 0044 1 Die Erlindung hcirifll auch Nucleinsauresequenzen, insbesondere DN A -Sequenzen, wclchc Tiir crlindungsgc- 
miissc rckombinante Aniikorper kodicrcn. Bevor/.ugt sind solchc Nuklcinsaurcscquenzen, die als fur den variablcn Ab- 
schnill einer schweren Kcile codierende Nuclcinsaurcscqucnz cine dcr in Fig. 2 und deren Lcgcndc fur die CDR 3 aus 
den Klonen B10C (SEQ ID NO: 23). G12D (SEQ ID NO: 24) oder HUB (SEQ ID NO: 25) genannten umfassen. und/ 
odcr als fiir den variablcn Ahschnill ciner leichien Kcile codierende Niiclcinsatircscqnenz die fiir die CDR3' in Fig. 2 und 5 
deren Legcnde ge/eigte (SEQ ID NO: 22) umfassen, wie in Klammer jeweils vorslchend angeucben; sowic jcwcils bc- 
liebige fiir Geriistregioncn codierende Sequenzen FR1 bis FR4 und FRF bis FR4\ 

1 0045] Bevorzuel sind insbesondere solche Nukleinsauresequenzen, die als fiir den variablcn Abschnill einer schweren 
Kcile codierende Nuclei nsauresequenzen fur die CDR1 cine der in Fig. 2 und deren Legcnde mil SEQ ID NO: 18 oder 
insbesondere SEQ ID NO: 19 genannien Sequenzen umfassen, fur die CDR2 die Scqucnz gemass SEQ ED NO: 1 7 und to 
fur die CDR3 cine der Sequenzen gemass SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15 und SEQ ID NO: 16, und/oder als fur den va- 
riablen Abschnill ciner leichien Ketle codierende Nucleinsauresequenz die fur die CDRT gemass SEQ ID NO: 20, fiir 
die CDRT gemass SEQ ID NO: 21 und fur die CDR3* gemass SEQ TD NO: 22 in Fig. 2 und deren T jegende gezeigien Se- 
quenzen umfassen; sowie jeweils beliebige fur Geruslregionen codierende Sequenzen FR1 bis FR4 und FRF bis FR4\ 
insbesondere die in Fig. 2 und deren Legendc genannien. 15 
[00461 Am starksien bevorzugt sind solche Nukleinsauresequenzen, welche als fiir den variablen Teil der schweren 
Ketle codierende Sequenz die in Fig. 2 gezeigte des Klons S10C (SEQ ID NO: 23), des Klons G12D (SEQ ID NO: 24) 
oder insbesondere des Klons HI IB (SEQ ED NO: 25) umfassen und/oder als fur den variablen Teil der leichien Kette co- 
dierende Sequenz die in Fig. 2 fiir alle alle Klone gezeigte (SEQ ED NO: 26). 

[0047] Bei alien Ausfuhrungsfbrmen sind solche dcr oben genannien Nucleinsauresequenzen besonders bevorzugt, bei 20 
denen die fiir die variablen Abschnitie der schweren und dcr leichien Ketle codierenden Sequenzen in ein und demsclben 
Nucleinsaurestrang umfasst sind (Codierung fur Einzelketlen- Aniikorper). 

|(K)48] Besonders bevorzugt sind jeweils solche Nucleinsauresequenzen, die ferner fur noch weiiere Sequenzen, wie 
Geruslsequenzen, Linker-Sequenzen, Marker- Sequenzen (z. B. c-myc) oder Sequenzen, die eine spezifische Trennung 
erlauben, z. B. fur IMAC (Immobiliserl.es Melall-Affiniialschromatographie), codierende Sequenzabschnille umfassen. 25 
[0049] Neben den gezeigien Nucleinsauresequenzen komien auch alle Varianlen vorliegen, die dutch Erselzung von 
Nucleinsauren im Rahmcn dcr Degeneration des gcnclischcn Codes odcr des wobbling furdicsclbcn Aminosaurcn co- 
dieren, sowic ferner solche Sequenzen, die fur die oben beschriebenen mogiichen Abweichungen der Aminosauren co- 
dieren. 

[0050] Zu den erfindungsgcniassen Nucleinsauresequenzen zahien auch solche, die fiir die oben fur Antikorper, die Va- 30 
rianien der als bevorzugt gckennzeichneten Sequenzen beinhallen, genannien Aminosaurcdelclionen, -inserlionen oder - 
substitutionen codieren, also selbst entsprechende Deletionen, Inserlionen oder Substitutionen von Nucleinsauren ent- 
halten. Insbesondere sind bis zu 15, vorzugsweise bis zu 3 Nucleinsauren variiert (deletiert inseriert oder substituiert). 
[0051] Eben falls bevorzugt sind Vekloren, wie Plasmide, Cosmide oder dergleichen, die cine der genannien Sequenzen 
umfassen und in geeigneten Wirlszellen zur Expression bringen konnen. Ein bevorzugter Veklor basierl. auf dem Veklor 35 
pHENl oder pHOG2 1 (siehe Beispiele). 

[0052] Als Wirlszellen kommen solche in BetrachL welche in vitro kullivierbar sind. Gceignet sind eukaryolische oder 
insbesondere prokaryotische Zellen, z. B. Helen, wie Saccharomyces cerevisiae, Saugetierzellen, Hybridoine oder ins- 
besondere Bakierien, wie E. coli, welche durch geeignete Vekloren transformiert sind. Fur die Herstellung glykosylierter 
Antikorper sind eukaryotische Wirlszellen erforderlich, fur die Herstellung von Einsl rang- Anukorpcrn sind besonders 40 
Bakierien gut geeignet. Beispiele fiir Bakierien sind insbesondere solche, die arm an Resirikiions- oder Modifikations- 
enzymen sind, wie E. coli, z. B. E. coli X776, E. coli TGI oder insbesondere E. coli XLl-Blue (Stralagene). 
[0053] Besonders bevorzugt als solche oder zum Einsatz bei alien vorstehend genannten Aspekten der Erfindung sind: 
Leichl denaiuriertes oder insbesondere natives gp96 bindende sc (Einzelketlen)-Fv- Antikorper oder Aggregate von zwei 
oder mehr davon, bei denen je der variable Teil einer leichien Kette und der einer schweren Kette innerhalb ein und der- 45 
selben Pepudsequenz vorliegen, insbesondere in der Reihenfolge (variabler Teil der schweren Ketle, z. B. Sequenz An- 
fang FR1 bis Ende FR4 in Fig. 1) - (Peptidlinker, z. B. Gly-Ser-Peplidlinker) - (variabler Teil der leichien Kette, z. B. 
Sequenz Anfang FRF bis Ende FR4' in Fig. 1) - (c-myc-Marker-Sequenz) - (His-Marker mit mehreren Histidinreslen in 
Folgeiz. B. 6 x His). 

[0054] Die Herstellung der Antikorper, Wirlszellen (inkl. Kultivierung und Transfonnation), markierten Antikorper, 50 
Vorrichtungen. etc. erfolgi nach an sich bekannten Verfahren, beispielsweise analog zu den in den Beispielen genannten 
Verfahren. 

10055] Besonders bevorzugt sind die in den Beispielen genannien leichl denaturiertes oder natives GP96 bindenden 
Antikorper, Verfahren, Vektoren und Vorrichtungen. 

[0056] Die nachfolgenden Beispiele dienen der Illustration der Erfindung, ohne ihren Umfang einschranken zu sollen: 55 
Mause und Antikorper: C57BL/6-Mause sind von Charles River WIGA (Sulzfeld, Deutschland). BALB.B-Mause sind 
von Harlan Winkelmann (Borchen, Deutschland). Beide Maustypen werden in den Tieranlagen des Insliiuts fiir Zellbio- 
logie, Tubingen, Deutschland, gehalten. Die Monoklonalen Aniikorper gegen gp96 (anti-Grp94, SPA-850, Klon 9G10) 
und gegen BiP (SPA-827, Klon 10C3) sind von StressGen Biotechnologies Corp., Victoria, BC, Canada. Zellkultur und 
CTI .-Assay: Die Mauszelllinie TGFJ .a2 und die humanen ClR-7£lllinien sind von ATCC, Rockville. MD, USA; sie wer- 60 
den in RPND 1640, enlhaltend 10% Fotales Kalberserum und supplemenliert mil 0,3mg/ml L-Glutamin, Penicillin/ 
Streptomycin (100 Einhciten/ml) und 2-Mercaptoelhanol (2pl/ml) kuluviert. CTL-Linien werden erhalten durch wo- 
chenllichc Slimulationen mil(mitlels einer Casium-Y-Strahlcnquelle) bestrahlien Milz-Zellen aus BALB.B-Mausen. 
CTL-Assays werden wie in der Literatur beschrieben durchgcfuhri. (Arnold elal., J. Exp. Med. 182 ? 885-889 ( 1 995)) un- 
ter Verwcndung von ConA Blasts (Concanavalin A-akiivicrie T-2^clIen) aus Milzzellen als Zielzellen. Auch Con A Blasts 65 
werden cbenfalls wie in der zulelzt genannten Publikation beschrieben hc^gesleUt. 

|0057] Die Slandard-Meihode zur Reinigung von gp96 wird beschrieben in P. K. Srivastava, METHODS: A Compa- 
nion lo Methods Enzymol. 12, 165-71 (1997) und umfassi die Reinigung miltels ConA-Scpharose- und MonoQ-Anio- 
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nenausiausch-Chroniatographie. 

Be i spiel 1 

5 Hersiellung rekoinbinanlcr Einxclkelicn-Fv (scFv)TAnti-gp96-Anlikorpcr 

|0058] Eine scmisynthetischc Phagendisplay-Bihlioihck, wclche aus 50 verschiedenen humanen Keiinbahngenen fur 
schwere Ketlen mil in der Sequenz randomisierlcn CDR3-Schleifcn und einem konslantcn humanen Vx3-Gen einer 
leichien Xenc besteht und eine Komplcxizital von mchr als \(f Klonen hat (Nissim el al., liMBO. J 13, 692-698 (1997), 

io findei Verwcndung zur Selekiion von Einzelkeiien-Fv(scFv>AniikGrpern (Abs). Fur die Hersiellung der Biblioihck wcr- 
den synthelische CDR3-Schleifen, welche randoniisierte Sequcnzen von 4-12 Aminosauren haben, in 50 variable Ab- 
schnitte aus schweren Kelten eingefiigl. Anschliessend wird das erhaltene Repertoire an Abschnilien aus schweren Ket- 
len in den Phagemid-VekrorpHF.N1 (siehe Hoogenbnom etal., Nucleic Acids Res. 19. 4133-4137 (1991)) mil. dem un- 
mutierten, umgeordneien V x 3-Lcichtkeiiengen ICLV3S1/DPL16 (siehe Frippal et al., Nucl. Acids Res. 18, 7134 (1990) 

15 und Williams el al., Eur. J. Immunol. 23, 1456-1461 (1993))eingebaul. Nach Hersiellung scFv-exprimiercnder Phagenp- 
arukel in E. coli TGI werden 5 x 10 12 koloniebildcnde Einheilen (c.f.u.) in phosphatgepurYerter Kochsalzlosung (PBS; 
150 mM NaCl, 150 mM Natriumphosphat, pH 7,2) mil 2% Magermilchpulver (MPBS) in Nunc Maxisorb-Immunrohr- 
chen (Nunc, Roskilde, Daneniark), die mil 80 pg gp96 aus Maus (mgp96) bcschichlct sind, zum Panning eingefiihn. Un- 
spezifisch gebundene Phagen werden durch intensives Waschen entfernl. Spezifische Phagen werden mil 100 mM Trie- 

20 Ihylamin (pHl2) eluiert und nach Neutralisation expandierl und fur weitere Selektionsschritte, bis insgesamt vier davon 
durchgefuhrt sind. verwendet. Die Bindungsspezifitat wird durch ELISA eniiitielt: Mikrotilcrplatten werden mil mgp96 
beschichtel (0,5 ug/Bohrung), mil 2% Magermilchpulver-Losung blockiert und dann mit Phagenpartikcln (10 10 c.f.u.) 
verseizi.Konnnerziellerhaltliche5polyklonalesHuhnchen-anli-gp96-Serum (1 : 500) dientals positive und PBS als nega- 
tive Kontrolle. Das System wird durch Zugabe von Kaninchen-anti-M13-Phagen-Antik6rper (Slraiagene), PO-konju- 

25 giertem Ziegen-Anlikaninchen-Immunglobulin und Subslral (3,3',5,5 -Tetramelhylbcnzidin) enl.wickeli. Die Absorbanz 
wird bei 620 nui gemessen (Selektierte Phagen nach der vierlen Selektion: A620»m = 1,406; negative Kontrolle A^o = 
0,065). Mil jedem Sclcktionsschritt wird crhohtc Bindungsaktivilal fcstgcslcllt. Nach der vicrtcn Sclcktionsrundc wer- 
den Einzelkolonien (n = 77) hergestellt und die Antikorperdiversitat durch Verdauung von Plasmid-DNA mil dem Re- 
st riktionsenzym BstNl ermittelt. Drei Reslriktionsmuster werden identifiziert und deren Nuclei nsauresequenzen ernril- 

Mi tell (377 DNA Sequencer, Applied Biosystems Inc., Foster City, CA) (Fig. 2). Drei Antikorperklone mil drei unter- 
schiedlichen CDR3-Regionen (B10C mit Sequenz der CDR3-Region der SEQ ID NO: 1 ; G12D mil Sequenz der CDR3- 
Region der SEQ ID NO: 2; und HI IB mil Sequenz der CDR3-Region der SEQ ID NO: 3) werden gefunden, siehe Fig, 1 . 
Im ELISA werden die Absorptionen bei 620 nm fur Klon BlOCzu 1 ,297, fur Klon G 1 2D zu 0,65 1 und fur Klon H 1 IB zu 
0,557, fiir die positive Kontrolle zu 0,557, fur die negative Kontrolle zu 0,003 A^oum ermittelt. 

AS 

Bei spiel 2 

Hersiellung von loslichen, fur natives gp96 spezifischen scFv-Antikorpern 

4i) |0059] Die Gensegmente der drei spezifischen scFv-Abs (B10C G12D und HUB) werden durch Ncol-Notl-Verdau 
erhalten, in das Plasmid pHOG21 (siehe Kipryanov et aL, J. Immunol. Melh. 200, 60-77 (1 997)) einligiert und in E. coli 
XLl-Blue (Slratagene) exprimiert. Die losliche Fraktion des periplasmatischen Exlrakts und der Kulturuberstand werden 
kombiniert, konzenlriert und gegen 50 mM Tris-HCl, 1 M NaCl, pH 7,0, dialysiert. Alle der hergestellten scFv Abs ent- 
halien poly-His-Markierungen, welche die Reinigung durch IMAC (Immobilized Metal! Affinity Chromatography = Af- 

45 finitaLschromalographie an immobilisierten Meiallen) erlauben. Die Proben werden auf eine Saule des Typs "Chelating 
Sepharose Fas! Flow Column" (Amersham Phannacia Biotech, Upsala, Schweden) aufgetragen, die zuvor mit Ni 2+ -Io- 
nen beladen und mil Dialysepuffer aquilibriert worden ist. Nach ausgiebigem Waschen wird das gebundene Material mil 
250 njvl Imidazol eluiert und gegen PBS dialysiert. Die Reinheit wird mittels Poly aery 1 ami dgelelektrophorese (PAGE) 
uberpruft (nichi gczeigt). 

50 

Beispiel 3 

Weslcm-Blot- und Dot-Blot (= Punklautoradioaramm)-AnaIyse loslicher scFv-Anlikorper 

55 |0060] Maus-gp96 (mgp96) wird durch SDS-Geleleklrophorese unter reduzierenden Bedingungen (100 mM f*-Mer- 
kaptoeihanol + 2% Nalriumdodecylsulfat = SDS) getrennl und auf Nitrocellulose iransferiert. Fur die Dot-Blot- Analyse 
werden 500 ng mgp96 auf Nitrocellulose membrane n unter nativen (PBS), denaturierenden {2% SDS) oder reduzieren- 
den (100 mM P-Mercaptoethanol) Bedingungen aufgelraeen. Sowohl die Western- als auch die Dot-Blounembranen 
werden mil 2% MPBS blockiert. Das mgp96 wird mittels Ratten-IgG-anii-Grp94 (SPA-850, StressGenBiotechnologies) 

60 und Peroxidase- konjugierlem Kaninchen-Anti-Rallen-IgG (DAKO, Glostrup, Daneniark) oder mit. den scFv-Antikor- 
pern deteklicri. Alle scFv Abs tragen einen c-myc-Marker, der die Markierung mil Maus-IgG-Anti-Human-myc (Geno- 
sys. The Woodlands, USA) und Peroxidase-konjugicrlcin Kaninchen-anti-Maus-Antikorper (DAKO) erlaubt. Die De- 
lekiion loslicher scFv Abs kann mil einer Reihe von Konzenlralionen ennilielt werden (1/1 bis 1/8192). Fig. 3 zeigt die 
Resuliate der Dot- Blot- Analyse. Die gereinigten scFv Abs zeigen bei Analyse auf den mil reduziertem, denaiuriertem 

65 Oder nativen mgp96 markierren Nitrozelluloseinenibranen nur Bindung an das native Protein (Fig. 3). Die Daten der We- 
stern- Blot- Analyse (nichl gezeigt) bcslatigcn diescn Fund. 
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Bei spiel 4 

scFv-Aniikorncr prazipiticren native 9p96-Molekulc 

|<>061] Tcsict man die rekomhinanicn scFv Abs in einem HLISA. so erkennen sie nur gp96 in seiner nativen Fomi, 5 
wahrend der kommerziell erhallliche Monoklonalc Aniikorper SPA-850(Slresscen Biotechnologies) dies nur kauni luL. 
was seine Nulzlichkeit fur die Affinilatsrcinigung von gp96 siark einschrankt. Zur Untersuchung der Fahigketl der re- 
kombinanien scFv Abs, mil nativem gp96 zu inieragieren, werden Immunoprazipitalionsexpcrimentc nach Lysierung 
von radioakiiv markiertcn Zellcn in einem hypolonischcn Puller durchgefuhrt, deres crmoglicht, dass die Proieine in ih- 
rei naiiven Konformai.ion verblciben. io 
[0062] Ilierfur werden Maus-Tumor/xlllysate aus ICELa2-Zellen verwendet. 10 7 Zellen werden metabolisch niarkieri 
in Gegenwarl von 35 S-Melhionin (150 uCi) in 10 ml Meihionin-frciem RPMI-Medium fur 16 Stundcn inkubieri. Nach 
Lyse der Zellen in hypofonischeni Puffer (30 ntM NaHC0 3 pH 7,1) werden die T.ysale uher Nachl an Proiein G-Sepha- 
rose (Amcrsham PharmaciaBiotech)vor-adsorbiert. SpezifischeMonoklonaleAntikorper oder scFv-Anli-gp96 Abs und 
anti-c-myc Abs werden zu den klarcn Lysaten in ciner Menge von 10 pg/ml zugegeben. Nach 90 min werden die Koni- 15 
plexe mil Protein-G-Scpharose isoliert. Jn cinigen Fallen werden die Lysale mil an Sepharose- Beads gekoppeltem Rjn- 
derserunialbuniin (BSA) vorgeklari und die Kopplung direkl mil BSA-Sepharose als Kontrolle oder mil scFv-anti-gp96 
Abs gekoppeli an Sepharose-Beads durchgefuhrt. Die Immunokomplcxc werden wicderholt gewaschen und durch SDS- 
Polyacrylamidgelelektrophorese gewaschen. Die hxiertcn Gele werden gctrockncl und auf einem Phosphoimager-Bild- 
schinn exponiert. Wie nach den vorherigen Ergebnissen zu erwarien, wird von SPA-850 nur eine schwache Bande, die 20 
der Molekulgrosse von gp96 enLsprichi, ausgefalli (Fig. 4, Bahn (3)). Im Gegcnsalz hierzu zeigen die Banden mil erfin- 
dungsgemassen scFv Abs starke Ausfallung der gp96-Molekule (Fig. 4, Bahn (4)). Somil erkennen die rekombinanlen 
erfindungsgemassen Aniikorper native gp96-Molekule viel besser als es ein monoklonalcr Aniikorper zu tun vemiag. 
Die Klone B10C und G 12D zeigen vcrgleichbare Ergebnisse (nichl gezeigl). Die scFv-anii-gp96 Abs sind auch effizien- 
ter bei der Prazipilation von gp96 als ein monoklonalcr Aniikorper gegen das in Endoplasmalischcn Retikulum vorlie- 25 
gende Chaperon BiR von dein bekannl isl, dass es mil einem unbekannlen 40 kDa-Prolein und auch mil gp96 kreuzrea- 
gicrt (Fig. 4, Bahn (2)). 

Bei spie l 5 

30 

Reinigung von gp96 unter Verwendung von scFv-Aniikorpem 

(0063] Urn gp96 in einem Schrill isolieren zu konnen, wird der scFv- Aniikorper HI IB an Sepharose-Beads gekoppeli. 
5 mg davon oder BSA wird an 0.5 mg Cyanogenbromid-aktivierler Sepharose (Pharmacia) gekopj>elt. Das BSA-gekop- 
pelie Maierial dient als Vorsaule. urn unspczifisch bindende Mat eri alien zu en t feme n. Vorgeklari e hypotonische Lysate 35 
der radioakiiv markiertcn Maus-Zclllinic IGELa2 werden direkl mil den scFv-Sepharose-Beads inkubierL 1 ml IGELa2- 
ZcIIpeUcis werden bei 4°C im Dounce-Homogenisator (15-20 Auf- und Abbcwegungen) in 20 ml hypotonischem Puffer 
homogenisiert (siehe Arnold el al„ J. Exp. Med. 182, 885-889 (1995)). Die Honiogenale werden wahrend 60 min bei 
100 000 x g zenirifugierl und die Ubersiande auf eine KonlrolI-BSA-Scpharose-Saule aufgetragen, die direkl mil der 
scFv-Anli-gp96-Saulc verbunden isl. Beide Saulen sind mil PBS voraquilibriert. Nach ausgiebigem Waschen mil PBS, 40 
das 0.5% NaCl enihall, wird gp96 mit 100 niM Natriumaceiat (pH 4,5), das 0,15% NaCl emhall; oder 100 mM Dietha- 
nolamin (pH 1 0,5) mil 0,1 5 M NaCl; oder PBS (pH 7,4) mit 1 ,3 M NaCl eluiert. Die Fraktionen werden mittels SDS-Po- 
lyacrylamid-Gelelekirophorese und Wesiem-Blol unter Verwendung des monoklonalen Antikorpers SPA-850 (Stress- 
Gen Biotechnologies) untersucht. Urn die ungefahre Konzentration an gp96 zu ermitteln, wird die optische Dichte (OD) 
bei 280 nm unter Verwendung eines Exktinktionskoemzienien von 1 gemessen. 45 
J0064] Eine stark radioakiiv markierte Bande des Proteins, das nahe an der 94-kDa-Markerbande laufl, zeigL daB der 
immobilisierle rekombinanle scFv HUB in derLage isl, gp96 spezifisch zu binden (Fig. 5, (8)). Diese Bande fehll in der 
Kontroll-Bahn (7), in der lediglich BSA-Sepharose-Beads zur Immunprazipilation verwendet werden. Zur Anwendung 
in einem klinisch anwendbaren gp96-Reinigungsvcrfahren sollte der rekombinanle scFv-Aniikorper auch in derLage 
sein, humanes gp96 zu erkennen. Urn zu testen, oh dies moglich isl, werden die Immunprazipitierungsexperimenie mil. 50 
hypoionen Lysaten menschlicher ClR-Zellen durchgefuhrt. Im Gegensatz zu immobilisiertem BSA (5) ist immobilisier- 
ter scFv-Hl IB- Aniikorper tahig, humane gp96-Molekiile zu binden (6). Der Untcrschied in den Intensilaten zwischen 
der Maus- und der Human-Bande in Fig. 5 kann durch die hoheren Expressionsspiegel (Konzentrationen) von gp96 in 
IGELa2-Zcllen im Vergleich zu ClR-Zellen erklart werden (nichl gezeigl). 

[0065] Auch immobilisierte B10C- oder G12D-scFv- Aniikorper fallen Maus- und Human-gp96 in der gleichen Weise. 55 

Beispicl 6 

Aktivierung von CFLs (Cyiotoxische T-Lymphozyten durch scFv-gereinigtes gp96 in vivo 

60 

[0066] Da native gp96-Molekule durch die immobilisierlen scFv-Abs erkannt werden, wird unlersuchl, ob sie immer 
noch mil anligencn Pcpliden assoziien sind und in der Lage sind, spczifische Immunaniworten zu induzieren. 8 bis 10 
Wochcn ahe C57BL/6-Mause werden mil 30 ug aus IGELa2-2iellen unter Verwendung von nach der Standard-Melhode 
oder milters der scFv-anli-gp96-Methode gereinigicm gp96 in 300 pi PBS, oder mil 80 pi Sepharose-Beads (bezogen auf 
das Beads- Vol umen) gekoppeli an BSA oder an scFv, welches an gp96 komplexien isl. in 300 pi PBS iminunisiert. 10 65 
Tagc spater werden die Milzen entfcrni und die Splenocyien mil besirahlten (33Gy) Milzzcllen aus BALB.B-Mausen 
wahrend 5 Tagen slimuliert. 

10067] Bcispielswcisc werden Scpharose-Siiulen. die mil rekombinanicm scFv Aniikorper gckoppelt sind. mil den hy- 
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potoncn Lysaicn aus KjnLa2-Zcllen (die aus BALU/c-Mauscn sianimcn unci II2 1 exprimicren) hcladen und die gp96/- 
scFv-Sepharose-Beads in C57BL/6-Mausc injiziert. lOTagc nach der Immunisicrung werden die rczipierenden Splcno- 
cvien mil bcsirahlicn BALB.B-Milzzcllcn (des H2 b -IIaploiyps) slimuliert. Da Mausc mil BALB-Herkunfl sich von 
C57BL/6-Mausen an niehrcren Minor-H-Gencn unlerschciden und gp96 in der Lage isl, ein Ooss-Priming zu induzicren 

s (siehe Arnold el siL J- Exp. Med. 182, 885-889 (1995.). und .1. Exp. Med. 186. 461-466 (1997)), solile eine Immnnisie- 
rung der C57BL/6-ZMausc mil BALB/c-derivierlcm gp96 die BALB.B-reakliven CTLs in den Rezipienicn akiivicrcn. 
Wie in Fig. 6B zu sehen. komplexiert die aus der mil. den gp96/scFv-Scpharose- Beads immunisienen Maus crhalicne 
Kullur solche CTLs, die Minor-H-Antigene zeigen, welche auf BALB.B vorliegen, aber nieht auf C57BL/6-Blasien. 1m 
Konirollexperimeni wird keine CTL-Aklivilal gefunden (Fig. OA). Die.se Kcsuilaie zeigen, dass atlinitatsgcreinigles 

It) gp96 iminer noch mil. aniigencn Pepliden assoziien isi, in diesem Falle mil Minor-H-Aniigenen, und dass es in der Lag 
isl, eine spezifische Immunaniwon hervorzurufen. 

|0068] Urn die Verwendbarkeil fur klinische Anwendungen zu uberpriifen, wird versuchl, gp96-Molekule aus den Se- 
pharose-Beads unier Aufrechlerhallung ihrer fmmunogeniiai zu eluieren. Mehrere Bedingungen zur FJution der gp96- 
Molckule von den Affinilatssaulen werden uniersucht. Nur der Diet hanol ami n-Puffer mil einem pH von 10,5 oder ein 
15 Puffer mil hoher Salzkonzeniraiion (L3 M NaCl) sind in der Lage, gp96-Molckule erfolgreich freiszuseizen, wie durch 
Dol-Bloi-Analyse gezeigl werden kann (nichl gezeigl). Ein Puffer mil pH 4.5 kann gp96 nichl von der HI lB-Saule elu- 
ieren. 

[0069] Urn zu lesien, ob die eluierlen gp96-Molekule inimer noch iminunogen sind, werden Cross- Priming-Ex peri - 
menle durch Immunisierung von C57BL/6-Mausen. jeizl mil chromatographisch gereiniglem IGELa2 gp96 t wie durch 

20 Eluiion von den gp96/Scfv-Seph arose- Be ads erhallen, durchgefuhrl, Wie in den Fig. 6C bis 6F gezeigl, sind mil dem 
Hochsalz-PuMer (3,3 M NaCI) eluierte gp96-Molekule laisachlich in der Lage, (TYLs zu generieren, die spezifisch Mi- 
nor-H-Anligene aus BALB.B-Zellen erkennen (Fitf. 6F). Die affi nil aisgereini glen gp96-Molekule sind genauso elTizient 
bei der Generierung einer CTL-Antwort wie das gp96. welches aus denselben Maus-IGELa2-Zellen unter Verwendung 
des Siandardprotokolls siammt (Fig. 6D). Dagegen wird bei der Maus mil gp96, das von der scFv-Saule miliels des pH 

25 10,5-Puffers eluierl isl, keine CTL-Anlwort feslgeslellt. (Fig. 6E). Dies kann durch den Verlust vom gp96 gebundener 
Peptide wahrend des Elulionsvorgangs bei basischem pH erklart werden. Im selben Experiment verursachen nichl i in- 
munisicrlc C57BL/6-Mausc keine CTL-Ani.wori (Fig. 6C). 



30 



Sequenzproiokoll - freierTexl 



|0070] SEQ ED NO: 1: Random i si erle CDR3-Schleife als Besiandieil einer schweren Kelte eines Aniikorpers, siehe 
Nissim el al. EMBO J. 1 3(3), 692-98 (1994); SEQ ID NO: 2 und 3: Zufallssequenz fur CDR3 einer schweren Kelte eines 
Aniikorpers, Herslellung gemass Nissim el al., 1994. SEQ ID NO: 10 bis 12: Rekombinante Sequenz fur variablen Teil 
der schweren Kette von Aniikdrpern mil Zufallssequenz fur CDR3 (Nissim, 1994); SEQ ID NO: 14 bis 16: Zufallsse- 
35 quenz, codiert fur CDR3 einer schweren Keite eines Anlikorpers, Herslellung siehe Nissim el al., 1 994; SEQ ID NO: 23 
bis 25: Rekomb. Sequenz, codiert fur variablen Teil der schweren Ketle von Aniikorpern mil Zufallssequenz lur CDR3 
(Nissim. 1994). 

40 



45 



50 
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SEQlJIiNZPROIUKOLL 

<110> Dr. Fenning BioMed GmbH 

<120> Antikbrper gegen natives gp96, deren Herstellung i 
Verwendung 

<130> P 00292 K DE 

<140> 
<141> 

<160> 26 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 8 
<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 

randomisierte CDR3-Schleif e als Bestandteil einer 
schweren Kette eines Antikorpers, siehe Nissim et 
al. (1994) 

<300> 

<301> Nissim et al . , Ahuva 
<303> EMBO J. 
<304> 1994 
<305> 13(3) 
<306> 692-698 

<400> 1 

Met Pro Val Ser Gin Met Pro His 
1 5 



<210> 2 
<211> 8 
<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<22'3> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 

Zufallssequenz fur CDR3 einer schweren Kette eines 
Antikorpers, Herstellung gemass Nissim et al . , 
1994 

<300> 

<301> Nissim et al., Ahuva 
<303> EMBO J. 
<304> 1994 
<305> 13(3) 
<306> 692-698 

<400> 2 

lie Pro Leu Phe Gly Arg Asp His 
1 5 
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10 



15 



20 



25 



30 



40 



45 



60 



65 



<210> 3 
<211> 5 
<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 

Zufallssequenz fur CDR3 einer schweren Kette eanes 
Antikorpers, Herstellung gemass Nissim et al., 
1994 

<300> 

<301> Nissim et al . , Ahuva 
<303> EMBO J. 
<304> 1994 
<305> 13(3) 
<306> 692-698 

<400> 3 

Leu Ala Ala Gly Asn 
1 5 



<210> 4 
<211> 17 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



<300> 

<301> Nissim et al . , Ahuva 

<303> EMBO J. 

35 <304> 1994 

<305> 13(3) 

<306> 692-698 



<400> 4 , 

Leu Val Asp Pro Glu Asp Gly Glu Thr He Tyr Ala Glu Lys Phe Gin 

1 5 10 15 

Gly 



<210> 5 

<211> 5 

50 <212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<300> 

<301> Nissim et al., Ahuva 

55 <303> EMBO J. 

<304> 1994 

<305> 13(3) 

<306> 692-698 



<400> 5 

Asp Tyr Tyr Met His 
1 5 



<210> 6 
<211> 5 
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<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<30Q> 

<301> Nissim et al., Ahuva 
<303> EMBO J. 
<304> 1994 
<305> 13(3) 
<306> 692-698 

<400> 6 

Asp Tyr Met Met Tyr 
1 5 



<210> 7 
<211> 11 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<300> 

<301> Nissim et al . , Ahuva 
<303> EMBO J. 
<304> 1994 
<305> 13(3) 
<306> 692-698 

<400> 7 

Gin Gly Asp Ser Leu Arg Ser Tyr Tyr Ala Ser 
15 10 



<210> 8 

<211> 7 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<300> 

<301> Nissim et al . , Ahuva 
<303> EMBO J. 
<304> 1994 
<305> 13(3) 
<306> 692-698 

<40'P> 8 

Gly Lys Asn Asn Arg Pro Ser 
1 5 



<210> 9 

<211> 11 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<300> 

<301> Nissim et al . , Ahuva 
<303> EMBO J. 
<304> 1994 
<305> 13(3) 
<306> 692-698 

<400> 9 
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10 



15 



30 



35 



45 



Asn Ser Arg Asp Ser Ser Gly Asn His Val Val 
1 5 10 



<210> 10 
<211> 117 
<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: rekombinante 
Sequenz fur variablen Teil der schweren Kette von 
Antikorpern mit Zuf allssequenz fur CDR3 (Nissim, 
1994) 



<3O0> 

<301> Nissim et al . , Ahuva 
20 <303> EMBO J. 
<304> 1994 
<30S> 13(3) 
<306> 692-698 



25 



<400> 10 , ^ 

Gin Val Gin Leu Val Gin Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala 
! 5 10 15 

Thr Val Lys lie Ser Cys Lys Val Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr 
20 25 30 

Tyr Met His Trp Val Gin Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met 
35 40 45 

Gly Leu Val Asp Pro Glu Asp Gly Glu Thr He Tyr Ala Glu Lys Phe 
50 * 55 60 

Gin Gly Arg Val Thr He Thr Ala Asp Thr Ser Thr Asp Thr Ala Tyr 
40 65 70 75 80 

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 
85 90 95 



Ala Arg Met Pro Val Ser Gin Met Pro His Trp Gly Gin Gly Thr Leu 
100 105 HO 



Val*' Thr Val Ser Arg 
50 115 



<210> 11 

<211> 117 

55 <212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 



<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Rekombinante 
Sequenz fur variablen Teil der schweren Kette von 
Antikorpern mit Zuf allssequenz fur CDR3 (Nissim, 
1994) 

65 <300> 

<301> Nissim et al., Ahuva 
<303> EMBO J. 



14 
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<304> 1994 
<305> 13(3) 
<306> 692-698 

<400> 11 

Gin Val Gin Leu Val Gin Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala 
1 5 10 15 

Thr Val Lys He Ser Cys Lys Val Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr 
20 25 30 

Tyr Met His Trp Val Gin Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met 
35 40 45 

Gly Leu Val Asp Pro Glu Asp Gly Glu Thr He Tyr Ala Glu Lys Phe 
50 55 60 

Gin Gly Arg Val Thr He Thr Ala Asp Thr Ser Thr Asp Thr Ala Tyr 
65 70 75 80 

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 
85 90 95 

Ala Arg He Pro Leu Phe Gly Arg Asp His Trp Gly Gin Gly Thr Leu 
100 105 HO 



10 



15 



20 



Val Thr Val Ser Arg 
115 



30 



<210> 12 

<211> 114 35 
<212> PRT 

<213> Kunstliche Sequenz 



<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Rekombinante 
Sequenz fur variablen Teil der schweren Kette von 
Antikdrpern mit Zuf allssequenz fur CDR3 (Nissim, 
1994) 



Tyr Met Tyr Trp Val Gin Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met 
35 40 45 

Gly Leu Val Asp Pro Glu Asp Gly Glu Thr He Tyr Ala Glu Lys Phe 
50 55 60 

Gin Gly Arg Val Thr He Thr Ala Asp Thr Ser Thr Asp Thr Ala Tyr 



40 



45 



<300> 

<301> Nissim et al., Ahuva 
<303> EMBO J. 
<30>4> 1994 

<305> 13(3) 50 
<306> 692-698 

<400> 12 , ^ 

Gin Val Gin Leu Val Gin Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala 

! 5 10 15 55 

Thr Val Lys He Ser Cys Lys Val Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr 
20 25 30 - 



65 



15 
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65 



70 



75 



80 



Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg 3er Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

85 90 95 

Ala Arg Leu Ala Ala Gly Asn Trp Gly Gin Gly Thr Leu Val Thr Val 

100 105 HO 



id 



Ser Arg 



15 <210> 13 

<211> 108 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



20 <300> 

<301> Nissim et al . , Ahuva 
<303> EMBO J. 
<304> 1994 
<305> 13(3) 
<306> 692-698 



45 



<400> i3 , ^ 

Ser Glu Leu Thr Gin Asp Pro Ala Val Ser Val Ala Leu Gly Gin Thr 

1 5 10 I 5 

Val Arg He Thr Cys Gin Gly Asp Ser Leu Arg Ser Tyr Tyr Ala Ser 

20 25 30 

Trp Tyr Gin Gin Lys Pro Gly Gin Ala Pro Val Leu Val He Tyr Gly 

~ 35 40 4 5 

Lys Asn Asn Arg Pro Ser Gly lie Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Ser 

50 55 60 

Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr He Thr Gly Ala Gin Ala Glu Asp 

65 70 75 80 

Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Asn Ser Arg Asp Ser Ser Gly Asn His Val 

85 90 95 



511 



Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly 
100 105 



<210> 14 

<211> 24 

<212> DNA 

<213> Kunstliche 



Sequenz 



<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 

Zufallssequenz, codiert fur CDR3 einer schweren 
m Kette eines Antikorpers, Herstellung siehe Nissim 

et al, 1994 

<300> 

6i> <301> Nissim et al . , Ahuva 
<303> EMBO J. 
<304> 1994 



16 
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<305> 13(3) 
<306> 692-698 

<400> 14 

atgccggtta gtcagatgcc teat 



<210> 15 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 

Zufallssequenz f codiert fiir CDR3 einer schweren 
Kette eines Antikorpers, Herstellung siehe Nissim 
et al, 1994 

<300> 

<301> Nissim et al., Ahuva 
<303> EMBO J. 
<304> 1994 
<305> 13(3) 
<306> 692-698 

<400> 15 

attccgttgt ttgggcggga teat 



<210> 16 
<211> 15 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 

Zufallssequenz, codiert fiir CDR3 einer schweren 
Kette eines Antikorpers, Herstellung siehe Nissim 
et al, 1994 

<300> 

<301> Nissim et al . , Ahuva 
<303> EMBO J. 
<304> 1994 
<305> 13(3) 
<306> 692-698 

<400> 16 

ettgetgetg gtaat 



<210> 17 

<211> 51 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<300> 

<301> Nissim et al . , Ahuva 
<303> EMBO J. 
<304> 1994 
<305> 13(3) 
<306> 692-698 



17 



100I9967A1J_> 



DE LOO 19 967 A 1 



10 



15 



20 



<400> 17 ^ <;i 

cttgttgatc ctgaagatgg tgaaacaata tacgcagaga agttccaggg c 51 



<210> 


18 


<211> 


15 




DNA 


<213> 


Homo sapiens 


<300> 




<301> 


Nissim et al 


<303> 


EMBO J. 


<304> 


1994 


<305> 


13(3) 


<306> 


692-698 


<400> 


18 


gactactaca tgcac 



Ahuva 



15 



<210> 19 
<211> 15 
1$ <212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<300> 

<301> Nissim et al., Ahuva 
30 <303> EMBO J. 

<304> 1994 
- <305> 13(3) 
<306> 692-698 

35 

<4O0> 19 

gactactaca tgtac 



40 <210> 20 

<211> 33 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

45 <300> 

<301> Nissim et al . , Ahuva 

<303> EMBO J. 

<304> 1994 
50 <305> 13 (3) 

<306> 692-698 

<400> 20 

caaggagaca gcctcagaag ctattatgca age 

55 

<210> 21 
<211> 21 
<212> DNA 
60 <213> Homo sapiens 

<300> 

<301> Nissim et al . , Ahuva 

65 <303> EMBO J. 

<304> 1994 



18 
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<305> 13(3) 
<306> 692-698 

<400> 21 

ggtaaaaaca accggccctc a 



<210> 


22 


<211> 


33 


<212> 


DNA 


<213> 


Homo sapiens 


<3O0> 




<301> 


Nissim et al. , J 


<303> 


EMBO J. 


<304> 


1994 


<305> 


13(3) 


<306> 


692-698 


<4O0> 


22 


aactcccggg acagcagtgg 


<210> 


23 


<211> 


351 


<212> 


DNA 



LO 



15 



20 



33 



<213> Kunstliche Sequenz 



30 



<220> . 
<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Rekomb. Se- 
quenz, codiert f. variablen Teil der schweren 

Kette von Antikorper mit Zuf allssequenz fur CDR3 { 35 
Nissim, 1994) 

<300> 

<301> Nissim et al., Ahuva 

<303> EMBO J. 40 
<304> 1994 
<305> 13(3) 
<306> 692-698 

45 

<400> 23 . cn 

caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc ctggggctac agtgaaaatc 60 
tcctgcaagg tttctggata caccttcacc gactactaca tgcactgggt gcaacaggcc 120 
cc^ggaaaag ggcttgagtg gatgggactt gttgatcctg aagatggtga aacaatatac 180 
gcagagaagt tccagggcag agtcaccata accgcggaca cgtctacaga cacagcctac 240 
atggagctga gcagcctgag atctgaggac acggccgtgt attactgtgc aagaatgccg 300 
gttagtcaga tgcctcattg gggccaaggt accctggtca ccgtgtcgag a «i 

<210> 24 55 
<211> 351 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 



50 



<220> , , c 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Rekomb. Se- 
quenz, codiert f . variablen Teil der schweren 
Kette von Antikorper mit Zuf allssequenz fur CDR3 ( 
Nissim, 1994) 



6i> 



<300> 
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<301> Nissim et al., Ahuva 
<303> EMBO J. 
<304> 1994 
<305> 13(3) 
<306> 692-698 



15 



<400> 24 

caggtgcagc 

tcctgcaagg 

cctggaaaag 

gcagagaagt 

atggagctga 

ttgtttgggc 



tggtgcagtc 
tttctggata 
ggcttgagtg 
tccagggcag 
gcagcctgag 
gggatcattg 



tggggctgag 
caccttcacc 
gatgggactt 
agtcaccata 
atctgaggac 
gggccaaggt 



gtgaagaagc 
gactactaca 
gttgatcctg 
accgcggaca 
acggccgtgt 
accctggtca 



ctggggctac agtgaaaatc 60 
tgcactgggt gcaacaggcc 120 
aagatggtga aacaatatac 180 
cgtctacaga cacagcctac 240 
attactgtgc aagaattccg 300 
ccgtgtcgag a 351 



<210> 25 
<211> 342 
20 <212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Rekombinante 
25 sequenz, codiert fur variablen Teil der schweren 

Kette eines Antikorpers mit CDR3-Zuf allssequenz 
(Nissim) 



<300> 

<301> Nissim et al. 
<303> EMBO J. 
<304> 1994 
<305> 13(3) 
<306> 692-698 



Ahuva 



40 



45 



50 



<400> 25 

caggtgcagc 

tcctgcaagg 

cctggaaaag 

gcagagaagt 

atggagctga 

gctggtaatt 



tggtgcagtc 
tttctggata 
ggcttgagtg 
tccagggcag 
gcagcctgag 
ggggccaagg 



tggggctgag gtgaagaagc ctggggctac agtgaaaatc 60 
caccttcacc gactactaca tgtactgggt gcaacaggcc 120 
gatgggactt gttgatcctg aagatggtga aacaatatac 180 
agtcaccata accgcggaca cgtctacaga cacagcctac 240 
atctgaggac acggccgtgt attactgtgc aagacttgct 300 
taccctggtc accgtgtcga ga 342 



<210> 26 

<211> 324 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



55 



<400> 26 

tctgagctga 

tgccaaggag 

gcccctgtac 

tctggctcca 

gaggctgact 

gggaccaagc 



ctcaggaccc 
acagcctcag 
ttgtcatcta 
gctcaggaaa 
attactgtaa 
tgaccgtcct 



tgctgtgtct 
aagctattat 
tggtaaaaac 
cacagcttcc 
ctcccgggac 
aggt 



gtggccttgg 
gcaagctggt 
aaccggccct 
ttgaccatca 
agcagtggta 



gacagacagt 
accagcagaa 
cagggatccc 
ctggggctca 
accatgtggt 



Palenlanspniche 



caggatcaca 60 
gccaggacag 120 
agaccgattc 180 
ggcggaagat 24 0 
attcggcgga 300 
324 



1. Rckombinanlc Aniikorpcr. die natives gp96 bindcn. 

2. Aniikorpcr gemass Anspruch 1, welchedicdrilte Komplementaritai detemiinicrende Region (CDR3)der schwe- 
ren Keue eines Aniikorpers gemass SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 oder SEQ ED NO: 3 umfassen. 

3. Aniikorpcr gemass cincm der Anspriichc 1 und 2, wclche (a) die vom variablen Teil der schweren Kcie abgelei- 
leten Abschnine CDR3 der Sequenz SEQ DO NO: 1 . SEQ CD NO: 2 oder SEQ ID NO: 3: CDR2 der Sequenz SEQ 
ID NO: 4: und CDRl der Sequenz SEQ ID NO: 5 oder insbesondcrc SEQ ID NO: 6 und (b) die vonii variablen Teil 
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dcr schweren Kcilc abgclcilcl.cn Abschnille COR 1* mil dcr Scqucnz SEQ ID NO: 7, CDR2' mil dcr Scqucnz SEQ ID 
NO: 8 und CDR3' mil dcr SEQ ID NO: 9 umfasscn. 

4. Anlikorper, vorzugsweisc Ein/clkciien-Aniikorpcr. gemass cincm dcr Anspriichc 1 bis 3. wclchcr (a) die varia- 
ble Scqucnz dcr schwercn Kcilc gemass SEQ ID NO: 10, SEQ JD NO: 1 1 oder SEQ ID NO: 12 und (b) die variable 
Scqucnz dcr Icichicn Scqucnz gemiiss SEQ ID NO: 23 mnfassi, geirenni durch cincn Spacer. 5 

5. Vcrwcndung cincs rckombinanicn Aniikorpers gemass einem der Anspriichc 1 bis 4 zur Rcinigung odcr Markie- 
rung von gp96. 

6. Vcrwcndung cines rckombinanicn Anlikorper gemass cincm dcr Anspriichc 1 bis 4 zur Rcinigung von iniakicn 
gp96/Pcplid-Komplcxcn aus klcincn Mcngen von Tumormalcrial odcr intizicn.cn Zellen. 

7. Vcrfahrcn zur Rcinigung von gp90, dadurch gekennzeichnei, dass nach Zcnirifugation zur Klarung cines Zelly- m 
sales ein Trennungsschrili an eincr Matrix vorgenommen wird, die gebundene Anlikorper gemass einem der An- 
spriichc 1 bis 4 tragi, und anschliesscnd das gebundene gp96 frcigesetzi. wird. 

8. gp96 mil gehundenen Pepiiden, welches nach dem Reinigungsverfahren gemass Anspnjch 7 gewinnbar ist. 

9. gp96 mil gebundenen Pepiiden nach Anspruch 8 zur Anwendung in cincm Vcrfahren zu iherapeuiischen Bc- 
handlung des menschlichen oder licrischen Korpers, insbesondere zur aulologcn Inimunisierung. 15 

10. Verwendung von gp96 mil gebundenen Pepiiden gemass Anspruch 8 zur Hersiellung eines Arzneimitiels zur 
(insbesondere aulologcn) Inimunisierung bei Patienien, die an einer Tumorerkrankung odcr einer Infekiion leiden. 

11 . Verwendung von gp96 mil gebundenen Pepiiden gemass Anspruch 8 zur Inimunisierung von Pai.icni.cn. 

12. Vorrichlung zur Rcinigung von nativcm gp96, welche einen rekombinanlcn Anlikorper gemass einem dcr An- 
spriichc 1 bis 4 umfassi. -0 

13. Kit zur Rcinigung odcr zum Nachvvcis von nativcm gp96 ? unifassend cincn rckombinanicn Anlikorper gemass 
einem der Anspruchc 1 bis 4. 

14. Nucleinsauresequcnzen, insbesondere DNA-Sequenzen, welche fur erfindungsgemasse rekombinante Anlikor- 
per gemass einem dcr Anspriichc 1 bis 4 kodieren. 

15. Wirtszellen, insbesondere Prokaryonicn, wie E. coli, welche fur erfindungsgemasse rekombinanle Anlikorper 25 
gemass einem der Anspruchc 1 bis 4 codicrendc Sequenzen umfasscn. 

16. Einc Mairix. insbesondere Scpharosc odcr cin Gel auf Polyacrylamidbasis, die cincn rckombinanicn Anlikor- 
per gemass einem der Anspruchc 1 bis 4 iragl. 

17. Verfahren zur Isolicrung von Pepiiden, welche an natives gp96 aus Warmbluicrzellen. das nach dem Verfahren 

in Anspruch 7 gewinnbar isl, gebunden sind, insbesondere aus Warmbliilern, die an einer Erkrankung leiden. 30 



Hierzu 6 Seiie(n) Zeichnungen 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 
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ZEICHNUNGENSEITE 1 



Nummer: 
Int. CI. 7 : 

Offenlegungstag: 



DE 100 19 967 A1 
C07K 16/00 

25. Oktober 2001 



Variabler Teil Schwere Kette 
FR1 

Klon B10C: QVQLVQSGAEVKKPGATVKI SCKVSGYTFT 

Klon G12D: 

Klon H1 1B: 

CDR1 FR2 

(B10C) DYYMH WVQQAP GKGL EWMG 

(G12D) 

(H11B) Y 

CDR2 

(B10C) LVDPEDGETIYAEKFQG 

(G12D) 

(H11B) 

FR3 

(B1 0C) RVTITADTSTDTAYMELSSLRSEDTAVYYCAR 

(G12D) 

(H11B) " 

CDR3 FR4 

(B10C) MPVSQMPH WGQGTLVTVSR (SEQ ID NO: 10) 

(G12D) IPLFGRDH (SEQ ID NO: 11) 

(H11B) LAAG...N (SEQ ID NO: 12) 

Variabler Teil Leichte Kette 

FR1 % 

Alle Klone: SELTQDPAVSVALGQTVRITC 

CDR1 N FR2 N CDR2 N 

QGDSLRSYYAS WYQQKPQAPVLVIY GKNNRPS 

FR3 V CDR3 N 

GI PDRFSGS S SGNT ASLT I TGAQAEDEADYYC NSRDSSGNHW 

FR4 V 

FGGGTKLTVLG (SEQ ID NO: 13) 

FIG. 1 
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ZEICHNUNGEN SEITE 2 



Nummer: 
Int. CL': 

Offenlegungstag: 



DE 100 19 967 A1 
C07K 16/00 

25. Oklober 2001 



Variabler Teil Schwere Kette 

BUIC: CAG GTG CAG CTG GTG CAG TCT GGG GCT GAG GTG AAG AAG CCT 
G1 2D 
HI 1B 



GGG GCT ACA GTG AAA ATC TCC TGC AAG GTT TCT GGA TAC ACC TTC 



ACC GAcTtAC TAC ATG CAC TGG GTG CAA CAG GCC CCT GGA AAA GGG CTT 



TAC 



CDR2 

GAG TGG ATG GGA CTT GTT GAT CCT GAA GAT GGT GAA ACA ATA TAC 



FR3 

GCA GAG AAG TTC CAG GGC AGA GTC ACC ATA ACC GCG GAC ACG TCT 



ACA GAC ACA GCC TAC ATG GAG CTG AGC AGC CTG AGA TCT GAG GAC 



CDR3 

ACG GCC GTG TAT TAC TGT GCA AGA ATG CCG GTT AGT CAG ATG CCT 

ATT CCG TTG TTT GGG CGG GAT 

CTT GCT GCT GGT 

CAT TGG GGC CAA GGT ACC CTG GTC ACC GTG TCG AGA (SEQ ID NO: 23) 

_ — - (SEQ ID NO: 24) 

^~ ~_~ ~ (SEQ ID NO: 25) 

Variabler Teil Leichte Kette: 

TCT GAG CTG ACT CAG GAC CCT GCT GTG TCT GTG GCC TTG GGA CAG ACA 

CDR1 N 

GTC AGG ATC ACA TGC CAA GGA GAC AGC CTC AGA AGC TAT TAT GCA AGC 

CDR2' 

TGG TAC CAG CAG AAG CCA GGA CAG GCC CCT GTA CTT GTC ATC TAT GGT 

FR3 x 

AAA AAC AAC CGG CCC TCA GGG ATC CCA GAC CGA TTC TCT GGC TCC AGC 
TCA GGA AAC ACA GCT TCC TTG ACC ATC ACT GGG GCT CAG" GCG GAA GAT 

CDR3 N 

GAG GCT GAC TAT TAC TGT AAC TCC CGG GAC AGC AGT GGT AAC CAT GTG 
GTA TTC " GGC GGA GGG ACC AAG CTG ACC GTC CTA GGT (SEQ ID NO: 26) 

FIG. 2 
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ZEICHNUNGEN SEITE 3 



Nummer: 
Int. CI.': 

Offenlegungstag: 



DE 100 19 387 A1 
C07K 16/00 
25. Oktober 2001 




Fig. 3 
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ZEICHNUNGEN SEITE 4 



Nummer: 
Int. CI.': 

Offenlegungstag: 



DE10019 967A1 
C07K 16/00 

25. Oktober 2001 



■94kDa 
-67kDa 
-43kDa 



Fig. 4 
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ZEICHNUNGEN SEITE 5 Numrner: DE 100 19 967 Al 

Int. CI.': C07K 16/00 

Offenlegungstag: 25. Oktober 2001 



C1R IGELa2 



^0 -94kDa 

— — -67kDa 

-43kDa 

6 7 8 



Fig. 5 
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ZEICHNUNGEN SEITE 6 



Nummer: 
Int. CI.': 

Offenlegungstag: 



DE 100 19 967 A1 
C07K 16/00 

25. Oktober 2001 
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